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A cosmetic or dermatological composition 
comprising an extract of kola seeds 
substantially free of m e t h y I x a n t h i n e . Other 
embodiments include a composition 
comprising liposomes or hydrated lipidic 
lamellar phases containing an extract of kola 
seeds having a methylxanthine content or 
containing an extract of kola seeds substantial! 
free of methylxanthine. M ethods for treating 
cellulitis deposits present on body parts by 
application of the compositions of the present 
invention are also disclosed. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft im wesentlichen eine 
kosmetische oder dermatologische Zusammensetzung, insbe- 
sondere mit schlankmachender oder Ant i-Cellulit is-Wirkung , 
die Methylxanthin-freie Cola-Extrakte in freier Form oder 
in Form von Liposomen enthalt . 

Es sind bereits kosmetische Praparate in ziemlich grofter 
Zahl gegenwartig auf dem Markt , die zum Schlankmachen von 
Teilen der menschlichen Korperoberf lache bestimmt sind. 
Sie enthalten in vielen Fallen Produkte natiirlichen 
Ursprungs, insbesondere pflanzlichen Ursprungs, wie z.B. 
Efeuextrakt, Coffein, Aescin etc. In der Literatur werden 
auBerdem eine grofle Zahl schlankmachender Formulierungen 
genannt, von denen beispielsweise US-A-4 525 359 ( Greenway 
III et al.) zu nennen ist, worin vorgeschlagen wird, als 
Wirkstoffe ft-stimulierende Adrenergika, vorzugsweise 
Theophyllin, Isoproterenol, Forskolin und Epinephrin, zu 
verwenden. Desgleichen wurde in US-A-4 288 433 (Koulbanis 
et al.) schon fruher die Anwendung von Methy lxanthinen , 
insbesondere von Coffein, bei der Herstellung von 
schlankmachenden Produkten empfohlen, die fUr die lokale 
Anwendung an den zu behandelnden Stellen bestimmt sind. 

Auf der anderen Seite erwies sich aber bis heute keine der 
auf den Markt gebrachten Formulierungen als zur Schlankma- 
chung des Korpers sehr wirksara. Aus diesem Grund wird hau- 
fig empfohlen, diese Formulierungen in Kombination mit 
einem Abmagerungsprogramm oder einem Diatplan anzuwenden . 
Dies ist insbesondere der Fall bei US-A-4 525 359, wobei 
der Anwender bei f estgestellter Abmagerung niemals sicher 
sein kann, ob diese durch das Abmagerungsprogramm bzw. den 
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Diatplan oder die schlankmachende Formulierung bedingt 
ist . 

Daher warden eine grofte Anzahl von Wirkstoffen zur Ge- 
wichtsreduktion von Rezeptur-Herstellern oder den Liefe- 
ranten vorgeschlagen . 

Im besonderen sind in dem Dokument FR-A-2 499 405 eine 
schlankmachende kosmetische Zusammensetzung mit Anti- 
Cellulitis-Wirkung auf der Basis eines Pf lanzenextrakts , 
der Saponine, einen Extrakt aus Arnica Montana L. und 
einen Extrakt aus Colanussen enthalt , sowie sein Anwen- 
dungsverf ahren beschrieben . 

Ebenso ist in dem Dokument FR-A-2 554 344 ferner eine 
kosmetische Zusammensetzung mit schlankmachender und 
Anti-Cellulitis-Wirkung beschrieben, die 0,5 bis 10 Gew.-% 
einer Purinbase naturlichen oder synthetischen Ursprungs, 
die vorzugsweise unter Extrakten aus Kaffee, Tee, Cola und 
Mate, Coffein und Theophyllin sowie ihren Derivaten, wie 
ihren Salzen und ihren Komplexen , ausgewahlt ist, 0,5 bis 
10 Gew.4 eines Extrakts aus Hedera Helix und 0,1 bis 
10 Gew.~5S eines Extrakts aus Ruscus aculeatus enthalt. 

Desgleichen wurden von der italienischen Gesellschaft 
Inverni Delia Beffa Extrakte aus Colasamen vorgeschlagen, 
die insbesondere Methy Ixanthine , die Coffein, Theobromin, 
Theophyllin etc- umfassen, und Tanine, wegen ihrer 
adstringierenden, aromat isierenden und lipaseakt ivierenden 
Eigenschaften, enthalten. Von dieser Gesellschaft wurden 
zwei spezielle Extrakte angegeben, namlich trockener Cola- 
Extrakt, der auch als "Extrakt 14" bezeichnet wird, da er 
einen als Coffein ausgedrUckten Alkaloidgehalt von 14 % 
aufweist, dessen empfohlene Zusatzmenge bis zu 1 % be- 
tragt . 
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Der zweite Extrakt ist flussiger Cola-Extrakt Lipa , auch 
als ."Lipa-Extrakt " bezeichnet, dessen als Coffein 
ausgedruckter Alkaloidgehalt ± 0,5 °/oo betragt. 

Da der Lipa-Extrakt praktisch alkaloidfrei ist und die 
schlankmachenden Eigenschaf ten bisher den Methylxanthinen , 
insbesondere dem Coffein, zugeschr ieben wurden, eignet 
sich dieser Lipa-Extrakt exklusiv zur Herstellung von 
adstringierenden Zusammensetzungen mit einem Gehalt von 
bis zu 5 %• 

Eingehende Untersuchungen, die im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung durchgefuhrt wurden, erlaubten die vollig uber- 
raschende Fest stellung, daft im wesentlichen Methylxanthin- 
freie Cola-Extrakte, und insbesondere der oben genannte 
Lipa-Extrakt, hinsichtlich der Lipolyse ebenso wirksam 
sind wie Methylxanthine enthaltender CoLa-Extrakt , insbe- 
sondere der Extrakt 14, wobei die lipolytische Wirksamkeit 
nach dem Adipocytenmodell in Kultur bestimmt wurde . 

So wurde von den Erfindern, die sich liber das im Stand der 
Technik anerkannte Vorurteil in Bezug auf das Fehlen einer 
Wirksamkeit bzw. die Unwirksamkeit von Methylxanthin- 
freien Produkten, wie z.B. von im wesentlichen Methyl - 
xanthin-f reien Cola-Extrakten wie Lipa-Extrakt, bei der 
Behandlung von lokaler Cellulitis oder Adipositas 
hinwegsetzten, f estgestellt , daft die im wesentlichen 
Methylxanthin-f reien Cola-Extrakte mindestens ebenso 
wirksam sind wie die Methylxanthine enthaltenden Cola- 
Extrakte, wie z.B. Extrakt 14- 

Daruber hinaus wurde von den Erfindern, welche die Wirk- 
samkeit dieser beiden Extrakte, d.h. Extrakt 14 und Lipa- 
Extrakt, auf die Aktivitat von Adipocyten in Kultur unter- 
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suchten, in ebenfalls vollig unerwarteter Weise festge- 
stellt, daft diese Extrakte, wenn sie in Liposomen einge- 
kapselt waren, eine gegeniiber den freien, d.h. nicht in 
Liposomen eingekapselten Extrakten eine extrem hohere 
Wirksamkeit auf wiesen . 

Demzufolge gibt die vorliegende Erfindung, nach einem 
ersten Aspekt , eine kosmetische oder dermatologische Zu- 
sammensetzung, insbesondere mit schlankmachender oder 
Anti-Cellulitis-Wirkung, an, die dadurch gekennzeichnet 
ist, daft sie im wesentlichen Methylxanthin-f reie Extrakte 
aus Colasamen oder solche Extrakte aus Colasamen enthal- 
tende wasserhalt ige lamellare Lipidphasen oder Liposomen 
enthalt . 

Nach einer besonderen Ausf uhrungsf orm der Erfindung sind 
die Extrakte aus Colasamen im wesentlichen Methylxanthin- 
freie Extrakte mit einem Methylxanthingehalt unterhalb 
etwa 0,5 °/oo. 

Nach einer anderen besonderen Ausf uhrungsf orm ist die 
Colapflanze, aus der die erf indungsgemaften Extrakte er- 
halten werden, die Pflanze Cola Nitida oder die Pflanze 
Cola Vera Shum. 

Die erfindungsgemaft verwendbaren Extraktionsverf ahren sind 
dem Fachmann gelaufige Verf ahren, bei denen beispielsweise 
organische Losungsmittel oder Losungsmittelgemische , wie 
beispielsweise Wasser-Alkohol-Gemische , eingesetzt werden. 

So konnen beispielsweise Gesamtextrakte aus Colasamen ge- 
maft der Erfindung unter Anwendung des in FR-A-2 586 532 
beschriebenen Verfahrens erhalten werden, das wie folgt 
leicht modifiziert wurde. 
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Die Samen oder Niisse der Colapflanze werden zerkleinert 
und anschlieftend einer Extrakt ionsbehandlung mit einem 
Methanol/Wasser-Gemisch oder einem Ethanol/Wasser-Gemisch 
von 40 bis 50 % unterzogen. Der waftrig-alkohol ische Ex- 
trakt wird gewonnen, aus dem dann der Alkohol durch Ver- 
dampfen abgetrennt wird. 

Die so erhaltene waftrige Losung wird dann durch Zerstauben 
oder Lyophilisierung getrocknet und danach zerkleinert, 
wobei ein stabiler Gesamtextrakt erhalten wird. Dieser Ge- 
samtextrakt kann als solcher als Gesamtextrakt gemaft der 
Erfindung verwendet werden. 

Nach einer anderen besonderen Ausf uhrungsf orm der Erfin- 
dung werden die im wesentlichen Methylxanthin-f reien Ex- 
trakte von Colasamen gemaft der Erfindung nach einem be- 
liebigen Extrakt ionsverf ahren erhalten, mit dem die 
Methylxanthine im wesentlichen vollstandig abgetrennt wer- 
den konnen. 

Auf diese Weise ist es mdglich, ausgehend von der bei 
Durchfuhrung des oben beschriebenen Verfahrens erhaltenen 
waftrigen Losung, erf indungsgemaft durch Behandlung mit 
einem selektiven Losungsmittel fur Coffein, wie einem 
chlorierten Losungsmittel wie Dichlormethan , Chloroform 
oder Trichlorethan, oder einem anderen Losungsmittel 
allein oder mit einer Kombinat ion , wie in US-A-4 279 937 
oder EP-B-101 135 angegeben, d.h. Benzylalkohol , Methyl- 
ethylketon oder Methylacetat , einen Extrakt herzustellen , 
der im wesentlichen Methylxanthin-f rei und insbesondere im 
wesentlichen coffeinfrei ist. 

Es kann ferner auch das in der Druckschrift US-A-4 279 937 
(Procter) beschriebene Verfahren, das auf Colanusse an- 
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wendbar ist, herangezogen werden, wobei ein Gemisch von 
Benzylalkohol mit einem anderen Losungsmittel , wie Xylol, 
Ethylacetat, Cyclopentan, Cyclohexan, verwendet wird. 

Nach einer Ausf uhrungsvariante werden die Methylxanthine 
und insbesondere das Coffein in einem ersten Schritt 
allein extrahiert, wobei von Colasamen ausgegangen wird. 
die vorzugsweise vorher zerkleinert warden. Anschlieftend 
werden die entcof f ei nierten Samen nach einem herkomml ichen 
Verfahren, beispielsweise nach dem oben beschriebenen Ver- 
fahren, extrahiert, wobei dann der Gesamtextrakt erhalten 
wird . 

In der Literatur sind mehrere Verfahren zur Extraktion von 
Coffein und damit von Methylxanthinen beschrieben. So ist 
beispielsweise in der Zeitschrift Journal of the 
Agricultural Chemical Society of Japan 59, No. 9 (1985), 
Seiten 917-919, ein Verfahren zur selektiven Extraktion 
von Coffein mit heiftem Wasser beschrieben, bei dem intakte 
Teeblatter eingesetzt werden und das sich direkt zur 
Extraktion der Methylxanthine in Wasser eignet. Dieses 
Verfahren erlaubt bei Anwendung auf zerkleinerte Colanusse 
die Herstellung von entcof feinierten Colasamen. 

Die Methylxanthine konnen ferner auch durch Anwendung 
eines Extraktionsverf ahrens abgetrennt werden, bei dem ein 
Gas, wie z.B. Kohlendioxid , in uberkritischem Zustand ver- 
wendet wird. wie beispielsweise in Food Technology 
(Chicago) 40, No. 7 (1986) Seiten 57-64, sowie in Journal 
of Food Sciences and Technology 2^, No. 6 (.1986), Seiten 
326-328, beschrieben ist. 

In den erf indungsgemalien Zusammensetzungen kann der Ge- 
wichtsanteil der Cola-Extrakte in Bezug auf das Gesamtge- 
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wicht der Zusammensetzung innerhalb weiter Grenzen variie- 
ren. Die bevorzugten Mengenanteile liegen im Bereich zwi- 
schen 0,01 und 10 Gew.-%, bezogen auf das Gesamtgewicht 
der kosmetischen oder dermatologischen Zusammensetzung . 

Das Einbringen der oben erlauterten Extrakte aus Colasamen 
in wasserhaltige lamellare Lipidphasen oder Liposomen kann 
nach einem beliebigen bekannten Verfahren vorgenommen wer- 
den. Diese Verfahren werden insbesondere in Abhangigkeit 
vom mehr oder weniger lipophilen oder mehr oder weniger 
hydrophilen Charakter der einzubringenden Extrakte ausge- 
wahlt . 

Nach einem bevorzugten Einbringungsverf ahren wird ein in 
EP-B1-0 087 993 beschriebenes Verfahren gewahlt , ggfs- in 
Kombination mit einem in EP-B1-0 107 159 beschriebenen 
Verfahren . 

Auf diese Weise ist es bei spielsweise moglich, die oben 
genannten Extrakte aus Colasamen in lamellaren wasserhal- 
tigen Lipidphasen oder Liposomen einzuschlieften. 

In der vorliegenden Beschreibung sowie den Anspruchen wird 
unter dem Begriff "Lipidphase" des Begriffes "lamellare 
Lipidphase" jede Substanz verstanden, die eine Fettsaure- 
Kohlenstoffkette, allgemein mit mehr als 5 Kohlenstof f ato- 
men, aufweist, wobei diese Substanz ublicherweise als 
"Lipid" bezeichnet wird. 

Erfindungsgemaft werden als Lipide zur Herstellung der ge- 
nannten Liposomen oder der lamellaren Lipidphasen amphi- 
phile Lipide verwendet, d.h. Substanzen, die aus Molekulen 
bestehen, die eine ionische oder nichtionische hydrophile 
Gruppe sowie eine lipophile Gruppe aufweisen, wobei diese 
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amphiphilen Lipide in der Lage sind, in Gegenwart einer 
waftrigen Phase lamellare Lipidphasen auszubilden. 

Im einzelnen konnen als Beispiele hierfiir genannt werden: 
Phospholipide, Phosphoaminolipide , Glycolipide, poly- 
ethoxylierte Fettalkohole sowie Ester von ggfs. poly- 
ethoxylierten Polyolen. Derartige Substanzen bestehen bei 
spielsweise aus einem Lecithin aus Ei oder Soja, einem 
Phosphatidylserin, einem Sphingomyelin, einem Cerebrosid 
oder einem Stearat eines ethoxylierten Polyglycer ins . Die 
se wasserhaltigen lamellaren Lipidphasen oder die Lipo- 
somen konnen in folgender Weise hergestellt werden: 



Stufe 1 

In einem organischen Losungsmittel mit einem bei Atmospha- 
rendruck relativ niederen Siedepunkt, beispielsweise unter 
100 °C, wie z.B. Dichlormethan oder Methanol, wird ein 
amphiphiles Lipid, beispielsweise So j alecithin , das ggfs. 
hydriert ist , gelost. Ferner konnen ein hydrophobes Lipid, 
z.B. ein Sterin wie Cholesterin oder ft-Sitoster in , und 
vorteilhaft ein Antioxidans, wie ^-Tocopherol, gelost 
werden . 



Die Menge an hydrophoben Lipiden sollte allgemein nicht 
mehr als die 0,2-fache Gewichtsmenge der amphiphilen 
Lipide betragen. 



Stufe 2 



Wenn die genannten . Extrakte aus Colasamen in die Lipidpha 
se eingebracht werden sollen, konnen solche Extrakte in 
der in Stufe 1 erhaltenen Losung gelost werden. Wenn eine 
Fraktion der Extrakte nicht solubilisierbar ist, wird die 
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se unlosliche Fraktion durch Filtration abgetrennt. Die 
relativen Mengen an Lipiden einerseits und Extrakten an- 
dererseits, die als Wirkstoffe verwendet werden, konnen 
beispielsweise im Gewichtsverhalt nisbereich von 8:2 bis 
9,9:0,1 liegen. Das Gemisch wird vorzugsweise 30 rnin bei 
gewohnlicher Temperatur gertihrt. 



Stufe 2a 



Wenn die genannten Extrakte aus Colasamen in der waflrigen 
Phase im Inneren der wasserhalt igen lamellaren Lipidphasen 
eingekapselt werden sollen, werden die genannten Extrakte 
nicht gemaft der oben genannten Stufe 2 behandelt, sondern 
in Wasser und vorzugsweise einer geeigneten waftrigen Lb- 
sung wie beispielsweise einer Pufferlosung vom Typ einer 
phosphatgepuf f erten Salzlosung (PBS) gelost . 

Stufe 3-A 



Das nach Stufe 1 oder Stufe 2 erhaltene Gemisch wird in 
einen rotierenden Kolben gegeben und unter Erhitzen in 
einem Wasserbad, gg'fs. unter vermindertem Druck, einge- 
dampf t . 

Nach Verdampfen des organischen Losungsmittels wird der 
auf den Wanden abgeschiedene Lipidfilm unter Ruhren mit 
Wasser oder einer geeigneten wafirigen Losung wie einer 
PBS-Puf f erlosung wieder aufgenommen. 

Wenn das direkt in Stufe 1 ohne Durchlaufen der Stufe 2 
erhaltene Gemisch verwendet werden soil, wird die nach 
Stufe 2a erhaltene Losung eingesetzt- 
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Die Menge an Wasser oder waGriger Losung ist vorzugsweise 
mindestens gleich der 8-fachen Gewicht smenge der im Kolben 
enthaltenen Lipidmenge . 



Man erhalt so eine Suspension von Liposomen, die anschlie- 
fiend durch geeignete Mittel, beispielsweise durch Ultra- 
schall, homogenisiert werden kann. 



Stufe 3-B 

Nach einer Variante des Verfahrens zur Herstellung der er- 
f indungsgemaGen Zusammensetzungen , welche die genannten 
Extrakte enthalten, die in wasserhalt ige lamellare Lipid- 
phasen oder Liposomen eingebracht sind, wird das in EP-B1- 
0 087 993 beschriebene Verfahren angewandt, das die 
Zerstaubung des am Ende der Stufe 1 oder der Stufe 2 
erhaltenen Gemischs und die anschlieftende Dispergierung 
des so erhaltenen Lipidpulvers in einer vorbestimmten 
Menge Wasser oder einer wafirigen Losung der einzukapseln- 
den Substanzen, insbesondere der in Stufe 2a erhaltenen 
Losung, umfafit. Man erhalt so wenig Wasser enthaltende 
lamellare Lipidphasen oder eine Suspension von Liposomen, 
je nachdem, ob das Lipidpulver in einer geringen oder 
einer groften Menge des wafirigen Mediums dispergiert wird, 
wie in der genannten EP-AnmeLdung erlautert ist. 



Die Dispersion von wasserhalt igen lamellaren Lipidphasen 
oder Liposomen kann anschlieftend homogenisiert werden, 
beispielsweise nach dem in EP-B1-0 107 559 beschriebenen 
Verf ahren - 
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Stufe 4 (gegebenenfalls durchgef iihrt ) 

Die Dispersion der wasserhalt igen lamellaren Lipidphasen 
Oder die Suspensionen von Liposomen, die in den oben ge- 
nannten Stufen 3-A oder 3-B erhalten werden, konnen 
geliert werden, beispielsweise durch Vermischen mit einem 
separat hergestellten Gel, wie z.B. einem Vinylpolymergel . 

Weitere Ziele, Eigenschaf ten und Vorteile der Erfindung 
gehen aus den Er lauterungen der folgenden Beschreibung 
hervor, die sich auf mehrere Ausf uhrungsbeispiele bezieht, 
wobei die Angaben den Umfang der vorliegenden Erfindung in 
keiner Weise einschranken. In diesen Beispielen sind die 
Prozentangaben, wenn nichts anderes angegeben ist , ge- 
wichtsbezogen . 

Beispiel 1 

Herstellung einer einfachen Zusammensetzung auf der Basis 

von Colasamen-Extrakten 

Als Ausgangsmaterial werden Extrakte von Colasamen einge- 
setzt, die unter der Bezeichnung flussiger Cola-Extrakt 
Lipa von der italienischen Gesellschaft Inverni Delia 
Beffa im Handel sind und einen als Coffein ausgedruckten 
Alkaloidgehalt von ± 0,5 °/oo enthalten; sie sind im 
folgenden kurz als Cola Lipa bezeichnet. 

Aus diesem Extrakt werden erf indungsgemafte Zusammensetzun- 
gen mit verschiedenen Mengen an Cola Lipa von 0,1 %, 0,5 % 
und 2 % durch Losen dieses Extrakts in einer waftrigen 
Phosphatpufferlosung oder PBS-Losung hergestellt. Nach dem 
Losen wird die erhaltene Losung iiber ein 0,8 urn-Filter 
filtriert, urn unlosliche Substanzen abzutrennen. 
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Man erhalt so erf indungsgemafte Zusammensetzungen , die als 
solche verwendet werden konnen, insbesondere fur die Wirk- 
samkeitsuntersuchungen, die weiter unten beschrieben sind. 

Zu Vergleichszwecken werden ferner Vergleichszusammenset- 
zungen auf der Basis des Handelsprodukts der gleichen 
italienischen Gesellschaft Inverni Delia Beffa herge- 
stellt, das als trockener Cola-Extrakt bezeichnet ist und 
einen als Coffein ausgedriickten Alkaloidgehalt von etwa 
14 % enthalt; dieser Extrakt wird kurz als Cola 14 be- 
zeichnet . 

Mit diesem Cola 14-Extrakt werden in gleicher Weise wie 
oben Lbsungen mit einem Gehalt von 0,1 %, 0,5 % und 2 % 
hergestellt . 

Beispiel 2 

Erf indungsgemafie Liposomen-Zusammensetzung, die einen im 
wesentlichen Methylxanthin-f reien Extrakt aus Colasamen 

enthalt 

Hierzu konnen ebenfalls verschiedene Zusammensetzungen mit 
verschiedenen Extraktgehalten von 0,1 %, 0,5 % und 2 % in 
Form von Liposomen in folgender Weise hergestellt werden: 

Hierzu kann von Losungen ausgegangen werden, die Cola Lipa 
in der in Beispiel 1 hergestellten walirigen Losung enthal- 
ten und die mit 1 % des Lipidpulvers versetzt werden, das 
nach dem in EP-B1-0 087 993 beschriebenen Zerstaubungsver- 
fahren erhalten wurde , das in der oben angegebenen Stu- 
fe 3-B kurz beschrieben ist, und das 9 Telle hydriertes 
naturliches Sojalecithin auf 1 Teil ft-Sitosterin enthalt. 
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Das Lipidpulver wird unter Ruhren mit einem Magnetriihrer 
in der waBrigen Ldsung dispergiert, bis eine homogene Sus- 
pension erhalten wird. 

AnschlieBend werden diese Losungen, z.B. unter Verwendung 
eines Ultraschallgerats mit der Bezeichnung LABSONIC 1510, 
7 min bei 200 W und 4 °C mit Ultraschall behandelt , urn 
Liposomen herzustellen , d^ren GroBe, aufgrund der Bestim- 
mung mit einem Nanosizer C?) (Coultronic) 100 bis 150 nm 
betragt . 

Durch diese Verf ahrensweise erhalt man so erf indungsgemaBe 
Liposomen-Zusammensetzungen, die 0,1 %, 0,5 % bzw. 2 % 
(gewichtsbezogen) Cola Lipa enthalten, die als solche zur 
Herstellung kosmetischer Oder dermatologischer Zusammen- 
setzungen oder in Kombination mit anderen Wirkstoffen 
und/oder Excipient ien , wie spater erlautert werden wird, 
verwendet werden kbnnen. Die Untersuchung der Wirksamkeit 
dieser Zusammensetzungen wird ebenfalls spater erlautert. 

Beispiel 3 

Liposomen-Zusammensetzung, die Gesamtextrakte aus Cola- 

samen enthalt 

Es wird wie in Beispiel 2 verfahren, wobei jedoch die in 
Beispiel 1-B hergestellten waBrigen Losungen eingesetzt 
werden, die anstelle von Cola Lipa den Cola U-Extrakt 
enthalten . 

Man erhalt so Liposomen-Zusammensetzungen mit einem Gehalt 
an Cola 14 von 0,1 %, 0,5 % bzw. 2 %. Diese Zusammenset- 
zungen konnen ebenfalls als solche zur Herstellung kosme- 
tischer oder pharmazeutischer Zusammensetzungen und insbe- 
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sondere dermatologischer Zusammensetzungen herangezogen 
oder durch Zusatz weiterer Wirkstoffe und/oder von Exci- 
pientien vervollstandigt werden, wie spater erlautert 
wird. Diese Zusammensetzungen werden ferner als solche zur 
Untersuchung ihrer Wirksamke it eingesetzt. 

Beispiel 4 

Nachweis der lipolytischen Wirksamkeit der erf indungsge- 

maften Zusammensetzungen 

. Ermittlung der Wirksamkeit der erf indungsgemaflen Zusam - 
mensetzungen an Adipocyten in Kultur 

Zur Ermittlung der Wirksamkeit der erf indungsgemaften Zu- 
sammensetzungen als lipolytische Mittel wurde der Test an 
einer Zellinie muriner Praadipocyten , wie z.B. einer Zell- 
linie 3T3 LI, ausgewahlt, die von der Gesellschaft Flow 
Laboratories im Handel erhaltlich ist ; diese Praadipocyten 
wurden wegen ihrer Fahigke.it ausgewahlt, sich in Adi- 
pocyten umzuwandeln, wenn dies die Kulturbedingungen er- 
lauben. 

(Gemaft dem Verfahren von Green, H . , Kehinde, C, Cell j_ 
( 1974) U3). 

Diese Zellinie stellt in der Tat ein Modell zur Untersu- 
chung der adipocytaren Dif f erenzierung in vitro dar und 
bietet die Moglichkeit, wenn der adipocytare Phanotyp 
erreicht ist, die Regelungen der Zellfunktion in Abhan- 
gigkeit von der extrazellularen Umgebung zu untersuchen. 
Diese Dif f erenzierung und ihre Modulation wird von einer 
gewissen Anzahl morphologischer und biochemischer Veran- 
derungen begleitet, insbesondere von biochemischen Veran- 
derungen, welche die Freisetzung von Glycerin betreffen. 
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Es ist entsprechend bequem, die lipolytische Wirksamkeit 
der zu testenden Verbindungen durch eine Best immung des im 
Kulturmedium nach mehreren Tagen Behandlung f reigeset zten 
Glycerins zu verif izieren. 

Diese Versuche wurden wie folgt durchgef iihrt : 
1 ) Kulturbedingnngen 

Die Praadipocyten werden in Petrischalen von 35 mm Durch- 
messer in Gegenwart von DMEM ("Dulbecoo's Modified Eagle 
Medium") geimpft (20000 Zellen/Schale ) , das 10 % Kalber- 
fetalserum und Antibiotika (Penicillin, Streptomycin) 
enthalt . 

Das Medium wird alle 2 bis 3 Tage erneuert. 

Unter diesen Bedingungen erreicht die Kultur innerhalb 
einer Woche Konfluenz (J = Jo); in diesem Stadium wird die 
Adipocyten-Dif f erenzierung durch Zusatz von Insulin in 
einer Konzent rat ion von 5 > g'/ml zum Kulturmedium akti- 
viert . 

Diese Zellen stellen eine Woche nach der Konfluenz (J = 
J7) einen f ortgeschr ittenen dif f erenzierten Zustand dar. 

2) Behandlung - Lebensf ahigkeit 

Die Zellen werden im Stadium J7 mit den zu untersuchenden 
Produkten behandelt - 

Diese Behandlung besteht in einem Ersatz des Kulturmediums 
entweder durch vollstandiges Medium zu Vergleichszwecken 
Oder durch das gleiche Medium, welches das zu untersuchen- 
de Produkt in verschiedenen Konzent rat ionen enthalt. 
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Zur ,ua„titativen Ml^l — f rei 8 es«,ten Glycerin, 
ird das Kultarmadiu* 24 h bis 7 d nach dar B.h.ndlung ge 



w 



wonnen » 



Das Medium, das ggf.. das zu untersuchende Produkt ent- 
halt, wird alle 2 bis 3 d erneuert. 

Die Nichttoxizitat der Produkte gegenttber den Zellen in 
Kultur wurde durch Bestimmung des Gesamtproteingehalts 
nach dem Verfahren von Bradford sichergestellt ^ ^s von 
M.M. Bradford (Analytical Biochemistry 72 (1976) 2 4 8-2 5 4) 
beschrieben wurde und in einem Abbau mit 0,5 N Natrium- 
hydroxid und Farbung mit Coomassie-Blau besteht . Die 
Starke der Lipolyse wird dann durch Biolumineszenzmessung 
des im Kulturmedium f reigesetzten Glycerins gemessen. 

3 ) Quantitative Bestimmung de^_imJCultur medium f reige - 
setzten Glvceritis durch Biolum ineszenzmessung, 

Die Kulturmedien der Vergleichsversuche bzw. der behan- 
delten Versuche werden 2 bis 7 d nach der Behandlung ge- 
wonnen - 

Die Uberstande konnen vor der quant itativen Bestimmung bei 
-20 °C gelagert werden. 

Die Glycerinbest immung wird wie folgt durchgef Uhrt : 

Das Glycerin wird durch Umsetzung mit ATP in Gegenwart des 
Enzyms Glycerinkinase nach folgender Reaktion bestimmt: 



Glycerin + ATP 



Glycerinkinase^ Glyce rin-3-phosphat + ADP . 
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Der ATP-Uberschuft wird, sobald er auftritt, durch Biolumi- 
neszenz in Gegenwart des Lucif erin-Lucif erase-Komplexes 
nach folgender Reaktion bestimmt: 

Lucif erin + Lucif erase + ATP Mfi2 *> Lucif erin-Lucif erase-AMP 

+ Pyrophosphat 

Luciferin-Luciferase-AMP -°2— » Oxyluciferin + 

Luciferase + AMP + C0 9 
+ Lichtemission . 



Die Lichtemission wird mit einem Photomult iplier erfaftt, 
beispielsweise einem Biocounter Lumac^-^3 M. 

Beim Mischen der Reaktanten tritt sofort maximale Licht- 
emission auf. Die eigentliche Bestimmung geschieht in fo 
gender Weise: 



a) Herstellung von ATP 

Es wird eine Losung von ATP, bezogen von Sigma, einer Kon- 
zentration von 50 > M in einer 0,2 mM-Losung von 
MgS0 4 ' 7H 2 0 hergestellt. 

Das ATP wird auf -20 °C eingefroren und zur Verwendung 
vorsichtig aufgetaut und bei 0 °C (in Eis) und im Dunkeln 
auf bewahrt . 



b) Herstellung der Proben 

Es werden Glycerin-Eichlosungen im Konzent rat ionsbereich 
von 0,25, 0,50, 0,75 und 1 mM in einem Puffer ausCitro- 
nensaure/NaOH 0,1 M, pH 7, hergestellt. 
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Die quantitative Bestimmung des im Kulturmedium vorliegen- 
den Glycerins erfolgt nach Einfrieren und vorsichtigem 
Auftauen des Mediums. Die Verdunnung wird so gewahlt , daft 
die Konzentration im Bereich von 0,20 bis 0,90 nmol pro ml 
Reaktionsvolumen liegt . 

Es werden drei Versuche pro Probe durchgef uhrt . 



c ) Bestimmungsverf ahren 

In eine Meftkuvette werden 10 ul ATP 50 uM und anschlie&end 
20 ul Glycerinkinase (erhaltlich von Boehringer, Mann- 
heim), die vorzugsweise gereinigt ist , sowie 770 ul Puf- 
ferlosung aus Citronensaure/NaOH 0,1 M, pH 7, gegeben . 

Danach werden 100 ul Glycer inlosung ( Eichbereich ) oder ge- 
eignet verdunntes Kulturmedium hinzugef ugt . 

Anschlieftend wird 10 s kraftig geruhrt . Danach wird 4 min 
bei 20 bis 22 °C im Dunkeln inkubiert . 

Anschlieftend werden 100 ul Lucif erin-Lucif erase (NRB/Lumi 
PM-Kit zum Lumac 3 M) mit der Pumpe des Gerats Biocounter 
Lumac 3 M eingespritzt . 

Man integriert wahrend 60 s. 

Es werden drei Versuche pro Probe durchgef uhrt . 
d) Mathematische Angabe der Ergebnisse 

Zwischen dem emittierten Licht y und der Konzentration x 
an Glycerin wird eine Regression nach dem Verfahren der 
kleinsten Quadrate durchgef uhrt . Dabei stutzt man sich au 
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zwei. Kriterien zur Auswahl der Gleichung: Den Best immungs- 
koeffizieten R 2 und den Standardf ehler der Regression 
(entspricht dem Hintergrundrauschen des Versuchs). 

Die Polynomform ist zur Beschreibung dieses Phanomens am 
besten geeignet. Dabei enthalten lediglich die Terme der 
beiden ersten Ordnungen eine reelle Information, 

Dementsprechend wird nur eine Gleichung zweiter Ordnung 
aufgestellt, welche die Anderung des emittierten Lichts y 
in Abhangigkeit von der Konzentrat ion x an Glycerin in 
folgender Form wiedergibt: 

2 

y = a - bx + cx . 

Der Bestimmungskoeff izient der Eichkurve mufl uber 90 % be- 
tragen, damit der entsprechende Bereich als gtiltig ange- 
sehen werderi kann. 

Der Variationskoeff izient fur jede Konzentrat ion des durch 
Biolumineszenzmessung erhaltenen Eichbereichs ist kleiner 
als 5 



e ) Ergebnisse 

Durch Biolumineszenzmessung wird das Glycerin nach 2 und 
7 Tagen Behandlung mit den Extrakten Cola 14 und Cola Lipa 
bei einer Konzentrat ion von 1 mg/l in freiem Zustand, wie 
in Beispiel 1 beschrieben, und in Form von Liposomen, wie 
in den Beispielen 2 und 3 beschrieben, quant itativ be- 
st immt- 

Fur jede von drei unter gleichen Bedingungen erzeugten Kul- 
turen entnommene Probe werden drei Versuche durchgef uhrt . 



Es werden folgende Ergebnisse erhalten: 
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Dementsprechend ist in ganzlich unerwarteter Weise festzu- 
stellen, daft die Extrakte von Cola Lipa, die im wesentli- 
chen frei von Methylxanthinen sind, ebenso wirksam sind 
wie die Extrakte von Cola 14, die 14 % Methylxanthine ent- 
halten, wahrend die lipolytische Wirksamkeit bisher aus- 
schlieftlich den Methylxanthinen zugeschrieben wurde . 

Dariiber hinaus ist f estzustellen , daft die Cola Lipa~Ex- 
trakte sogar eine geringfugig hohere lipolytische Wirk- 
samkeit aufweisen als die Cola 14~Extrakte. 

Schlieftlich besitzen die freien Extrakte von Cola Lipa 
oder Cola 14 > d.h. die nicht in Liposomen eingeschlossenen 
Extrakte, eine relativ geringe lipolytische Wirksamkeit, 
wahrend diese Wirksamkeit bei Vorliegen in Form von Lipo- 
somen aufterordentlich stark erhoht ist, wobei diese Er- 
hohung der Wirksamkeit noch signif ikanter und noch ab- 
rupter bei dem Extrakt Cola Lipa auftritt, der im we- 
sentlichen frei von Methylxanthinen ist, was, sogar in 
Bezug auf die nicht in Liposomen eingeschlossene Form, 
ganzlich uberraschend ist. 

Im folgenden werden verschiedene Beispiele fiir Formulie- 
rungen von kosmetischen oder pharmazeut ischen und insbe- 
sondere dermatologischen Zusammenset zungen angegeben . 
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Beispiel 5 

Schlankmachende kosmetische Creme 

Durch einfaches Mischen der nachstehend aufgeftihrten Kom- 
ponenten in den im folgenden angegebenen Gramm-Mengen wird 
eine Creme hergestellt: 

Flussiger Cola-Extrakt Lipa 0,5 g 

Phosphatpuffer 29,5 g 

Stabilisierte W/O-Emulsion 70,0 g 

100,0 g . 

Die so erhaltene Creme wird im Verlauf einer Kur von 1 bis 
3 Wochen ein- bis zweimal taglich auf die zu behandelnden 
Korperteile auf getragen . 

Beispiel 6 

Schlankmachendes dermatologisches Gel mit Liposomen 

Durch Einkapseln des fliissigen Cola-Extrakts Lipa wird ge- 
mali Beispiel 2 eine Liposomen-Suspension hergestellt. Die- 
se Suspension wird anschliefiend mit einem getrennt herge- 
stellten neutralisierten Gel aus Carbopol 940 w gemischt • 

Man erhalt so folgende Gelzusammensetzung : 

1,0 g 
0,1 g 
1,0 g 

0,4 g 
100 g. 



Sojalecithin 
fl-Sitosterin 

Flussiger Cola.-Ext rakt Lipa 
Carbopol 940 

Durch Konservierungsmittel und 
Antioxidant ien stabilisierte waftri- 
ge Excipientien ad 
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Diese Preparation ermoglicht es bei taglichem Auftragen 
auf Taille, Schenkel und HUften, eine merkliche Verrin- 
gerung der Cellulitis innerhalb eines Zeitraums von 1 bis 
3 Wochen zu erzielen. 



P 689 05 373.8-08 

Patentanspruche fur die Vertragsstaaten AT, BE, CH, DE, GB, IT, 
LI, NL, SE: 

1. Kosmetische oder dermatologische Zusammensetzung, 
insbesondere mit schlankmachender oder Antizellulitis-Wirkung, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie im wesentlichen Methylxanthin- 
freie Extrakte aus Colasamen oder solche Extrakte aus Colasamen 
enthaltende wasserhaltige lamellare Lipidphasen oder Liposome 
enthalt. 

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Extrakte aus Colasamen im wesentlichen Methylxanthin- 
freie Extrakte aus Colasamen mit einem Methylxanthingehalt von 
unter etwa 0,5 Promille sind. 

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Cola, aus dem die erf indungsgemaBen 
Extrakte erhalten werden, die Pflanze Cola Nitida oder die 
Pflanze Cola Vera Sebum ist. 

4. Zusammensetzung nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichneL, daB die im wesentlichen Methylxanthin-f reien 
Extrakte aus Colasamen mittels jedem geeigneten Extraktions- 
verfahren, bei dem die Methylxanthine im wesentlichen 
vollstandig entfemt werden kGnnen, erhalten sind. 

5. Zusammensetzung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB die im wesentlichen Methylxanthin-f reien Extrakte aus 
Colasamen aus einem Gesamtextrakt erhalten sind, von dem das 
Methylxanthin mit einem selektiven Ltisungsmittel entfernt wird. 

6. Zusammensetzung nach einem der Ansprtiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Gewichtsanteil des Extraktes zwischen 
0,01 und 10 Gew.%, bezogen auf das Gesamtgewicht der 
Zusammensetzung , betragt . 
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